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摘要：本研究探讨了皱纹盘鲍（Haliotis discus hannai）内脏脂质（Haliotis discus hannai visceral lipid，HDHL）对人肝癌细胞 HepG2
的脂质代谢的影响，对 HDHL 脂肪酸成分、HepG2 细胞活性、细胞内胆固醇和甘油三酯含量以及脂肪酸代谢相关 mRNA 基因的表达
情况进行了研究。研究发现 HDHL 中不饱和脂肪酸占总脂肪酸含量 59.50%，其中多不饱和脂肪酸占 29.71%。HDHL 与 HepG2 细胞
共孵培养 24 h 及 48 h 后，浓度为 0~240 μg/mL 的 HDHL 对 HepG2 细胞无毒性影响。30~240 μg/mL HDHL 可显著降低 HepG2 总胆固
醇含量，30~120 μg/mL HDHL 共孵 HepG2 细胞后，细胞内甘油三酯含量显著降低。qPCR 结果显示 HDHL 可显著降低 HepG2 细胞
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Abstract: In this study, the effects of the visceral lipids from Haliotis discus hannai (HDHL) on lipid metabolism of human hepatoma cell 
line, HepG2 cells, were investigated. The HDHL fatty acid composition, HepG2 cell activity, and the content of intracellular cholesterol and 
triglycerides as well as the mRNA expression of fatty acids metabolism-related genes were examined. It was found that the unsaturated fatty 
acids in HDHL accounted for 59.50% of the total fatty acids, of which polyunsaturated fatty acids accounted for 29.71%. After an incubation of 
HDHL and HepG2 cells for 24 h and 48 h, respectively, HDHL at 0~240 μg/mL had no toxic effect on HepG2 cells, whereas, HDHL at 30~240 
μg/mL could significantly reduce the total cholesterol content of HepG2, with HDHL at 30~120 μg/mL causing a significant decrease in the 
content of intracellular triglycerides. The qPCR results revealed that in HepG2 cells, HDHL could significantly reduce the mRNA expression of 
fatty acid synthesis-related genes SREBP1c, ACC1 and FAS as well as fatty acid transport and absorption-related gene CD36, while increasing 
the expression of mitochondrial fatty acid oxidation gene CPT1. Therefore, HDHL might regulate cell lipid metabolism through inhibiting the 
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for the development of lipid-regulating functional foods. 



















discus hannai visceral lipid，HDHL）乙醇提取工艺的
研究基础上，对其脂肪酸成分进行分析。通过细胞增
殖实验观察鲍脂质对 HepG2 细胞活性影响。检测孵育
HDHL 后 HepG2 细胞中甘油三酯和胆固醇含量，验证
HDHL 对 HepG2 细胞内脂质累积的干预作用。并分析
不同浓度 HDHL 对 HepG2 细胞脂质代谢相关基因表
达的影响，探讨其脂质调节机制，为开发脂质调节功
能性食品提供理论依据。 
1  材料与方法 
1.1  材料 





在 35 ℃进行索氏萃取 2 次，每次 3 h。采用活性炭对
磷脂进行脱色处理，并利用大孔树脂 D101 进行纯化
得到 HDHL。HDHL 的主要成分分析按照国外标准
AOAC 996.06 进行测定，结果见表 2。 
1.1.2  主要试剂及耗材 
DMEM/High Glucose细胞培养基购自HyClone公
司；Trypsin-EDTA Solution、青霉素/链霉素购自 BBI 
Life Sciences 公司；胎牛血清（FBS）购自 Gibco 公司；





司；PrimerScriptTM RT Master Mix（Perfect Real Time）
试剂盒购自 Takara 公司；FastStart Universal SYBR 
Green Master (ROX) qPCR 试剂盒购自 Roche 公司；细
胞培养耗材均购自 Corning 公司和 Fisher 公司。 
1.1.3  主要实验设备 
Galaxy 170S 二氧化碳培养箱，Eppendorf 德国；
ClassⅡ BSC 生物安全柜，ESCO 新加坡；DMI8 倒置




仪，Roche 瑞士；BSA224S 分析天平，Sartorius 德国；
GI54DWS 高温蒸汽灭菌锅，致微仪器有限公司；
Unique R30 纯水仪，锐思捷科学仪器有限公司。 
1.1.4  主要溶液配制 
HepG2 细胞完全培养基：DMEM/High Glucose 细
胞培养基，10% FBS，1%青霉素/链霉素。 
MTS 储液：称取 84 mg MTS 溶解于 42 mL DPBS
中，温和搅拌 15 min 至 MTS 完全溶解，调 pH 至
6.0~6.5，经 0.22 μm 滤膜过滤，避光-20 ℃保存。PMS
储液：1.84 mg PMS 粉末溶解于 2 mL DPBS 中，0.22 
μm 滤膜过滤，避光-20 ℃保存。MTS/PMS 混合液：
2.0 mL MTS 储液与 100 μL PMS 轻柔混匀。 
1.2  实验方法 
1.2.1  HepG2 细胞培养 
HepG2 细胞置于 37 ℃，含 5% CO2浓度的培养箱
培养，显微镜下观察当汇合率达 80%~90%即可进行
1:2 或 1:3 传代。 
1.2.2  细胞活性测定 
采用 MTS/PMS 法测定 HepG2 细胞活性，测定方
法参照 CellTiter 96® Aqueous Non-Radioactive Cell 
Proliferation Assay（Promega）试剂盒说明书。以 1×105 
cfu/mL 细胞密度接种 HepG2 细胞于 96 孔细胞培养板
中，培养过夜后将 96 孔板完全培养基替换为无血清
DMEM 高糖培养基，饥饿处理 12 h。随后将各浓度鲍
鱼内脏脂质（0~960 μg/mL）与细胞分别共孵育培养
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24 h 或 48 h。将 MTS/PMS 混合液和新鲜无血清
DMEM 高糖培养基以 1:5 的比例混匀，得到细胞活性
测定工作液。吸出细胞孔中培养基，每孔加入 120 μL
细胞活性测定工作液，37 ℃培养箱中避光孵育 45 
min，酶标仪检测 490 nm 吸光值。 
1.2.3  细胞内甘油三酯（TG）、总胆固醇
（T-CHO）测定 
以 2×105 cfu/mL 细胞密度接种 HepG2 细胞于 6
孔细胞培养板中，细胞经 0 μg/mL、30 μg/mL、60 
μg/mL、120 μg/mL、240 μg/mL 和 480 μg/mL HDHL
分别孵育处理 24 h 后，移除培养基上清，用 DPBS 缓
冲液清洗细胞 1~2 次，细胞刮刀将细胞刮下，重悬于
400 μL DPBS 中，用组织研磨仪进行细胞破碎后取破
碎上清进行检测。具体检测步骤参照南京建成试剂盒
说明书。 
1.2.4  脂肪酸代谢通路相关基因 qPCR 测定 
以 2×105 cfu/mL 细胞密度接种 HepG2 细胞于 24
孔细胞培养板中，细胞分别经 30 μg/mL 和 120 μg/mL 
HDHL 孵育处理 24 h 后，移除培养基上清，每孔加入
300 μL 细胞裂解液，细胞总 RNA 提取参考天根培养
细胞 / 细菌总 RNA 提取试剂盒说明书。利用
PrimerScriptTM RT Master Mix（Perfect Real Time）反
转录获得 1 μg cDNA。将 cDNA 以 31、32、33、34、
35 倍梯度稀释，并以此为模板，使用 Power SYBR 
Green PCR Master Mix分别配制各基因的 qPCR体系。
qPCR 反应条件为 95 ℃预变性 600 s；三步法循环扩




片段长度如表 1 所示。 
根据标准曲线的结果，选择模板 cDNA 的 佳稀
释倍数、目的基因的特异性引物及引物浓度，同时使
用 18s rRNA 作为内参基因进行 qPCR 反应。使用
LightCycle® 96 SW 1.1 软件分析 qPCR 反应的荧光信
号值，通过 2-ΔΔCt法计算各基因的相对表达量。 





Table 1 Primer sets of lipid metabolism associated genes for qPCR analysis 
基因 引物名称 序列（5’-3’） Genebank No.或参考文献 PCR 产物长度/bp 
脂肪酸合成 
相关基因 








ACC2-F ACCAGAAGCCCCCAAGAAAC NM001093.3 






















ACOX-F TCCTGCCCACCTTGCTTCAC NM004035.6 
[4] 367 ACOX-R TTGGGGCCGATGTCACCAAC 





18s rRNA-F CGGCTACCACATCCAAGGAA M10098.1 
[7] 
187 
18s rRNA -R GCTGGAATTACCGCGGCT 
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2  结果与分析 
2.1  HDHL成分分析 
依据食品中总脂肪、饱和脂肪、不饱和脂肪的测




多不饱和脂肪酸占 29.71%，ω-3 脂肪酸和 ω-6 脂肪酸
含量分别为 11.31 和 10.93 g/100 g。 
表2 HDHL脂肪成分分析 
Table 2 Analysis of lipid composition in HDHL 
项目 脂肪酸含量 /(g/100 g) 
占总脂肪酸 
比例/% 
总脂肪酸 75.23  
饱和脂肪酸 29.74 39.53 
不饱和脂肪酸 44.76 59.50 
单不饱和脂肪酸 22.41 29.79 
多不饱和脂肪酸 22.35 29.71 
反式脂肪酸 0.73 0.97 
2.2  HDHL提取物对HepG2细胞活性的影响 
 
图1 HDHL对 HepG2细胞活性影响 







HepG2 细胞共培养 24 h，高浓度的 HDHL 具有一定的
细胞毒性，当浓度达到 480 μg/mL 时开始对 HepG2 细
胞产生活性抑制作用。浓度在 30~240 μg/mL 的 HDHL
分别作用于 HepG2 24 h 或 48 h，对 HepG2 细胞活性
均无抑制作用。因此以 240 μg/mL 作为 HDHL 提取物
干预 HepG2 脂质累积的上限浓度。 




Fig.2 Effect of HDHL on TC accumulation in HepG2 cell 
 
图3 HepG2细胞甘油三酯含量检测 
Fig.3 Effect of HDHL on TG accumulation in HepG2 cell 
细胞内总胆固醇（图 2）和甘油三酯（图 3）含量
测定结果显示，30~240 μg/mL HDHL 可显著降低
HepG2 总胆固醇含量，30~120 μg/mL HDHL 共孵
HepG2 细胞后，细胞内甘油三酯含量显著降低。 
2.4  HDHL 提取物对 HepG2 细胞脂肪酸代谢
相关基因mRNA表达的影响 
根据 HepG2 细胞活性及胞内甘油三酯和总胆固
醇含量测定结果，选取 30 μg/mL 和 120 μg/mL 作为
HDHL 提取物对 HepG2 细胞脂肪酸代谢相关基因
mRNA 表达影响的作用浓度。实验涉及的 10 个目的
基因包括固醇调节元件结合转录因子（ sterol 
regulatory element binding transcription factor 1c，
SREBF1c）、乙酰辅酶 A 羧化酶 1（acetyl-coenzyme 
Acarboxylase 1，ACC1）、乙酰辅酶 A 羧化酶 2
（acetyl-coenzyme Acarboxylase 2，ACC2）、脂肪酸合
成酶（fatty acid synthase，FAS）、脂肪酸转运蛋白 5（fatty 
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acid transport proteins 5，FATP5）、脂肪酸移位酶（fatty 
acid translocase，FAT/CD36）、过氧化物酶体增殖物激
活受体 α（Peroxisome proliferator activated receptor α，
PPARα）、肉碱脂酰转移酶（ carnitine palmityl 
transferase，CPT1）、乙酰辅酶 A 氧化酶（acyl CoA 














Fig.6 Effect of HDHL on mRNA expression of lipid oxidation 
associated genes 
研究结果显示，当 HDHL 提取物浓度达 120 
μg/mL 时，与对照组相比 HepG2 细胞脂肪酸合成相关
基因 SREBP1c、ACC1、FAS 含量有明显降低（图 4），
脂质吸收相关基因 CD36 表达被显著抑制（图 5）。30 
μg/mL 和 120 μg/mL 的 HDHL 可显著诱导 HepG2 细
胞脂肪酸氧化相关基因 CPT1 mRNA 的表达（图 6）。
因此，研究结果推断 HDHL 可能是通过抑制脂肪酸合
成和脂肪酸转运，同时增强线粒体中脂肪酸氧化从而
对 HepG2 细胞脂质累积起到干预作用。 













量达到总脂肪的 59.5%，HDHL 可显著降低 HepG2 细
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评价活性物质是否具有改善脂质代谢作用的重要指
标。本研究中 HDHL 提取物可显著降低 HepG2 细胞






通过抑制 SREBP-1c 和 FAS 的表达减少 C57BL/6 小鼠
的肝脏脂肪生成，同时促进 PPAR-α和 CPT-1 的表达









键限速酶活力，并使 FAS、ME、G6PDH 及 SREBP-1c
的 mRNA 表达下调。腔昆布多酚提取物可显著改善小
鼠高脂肪饮食诱导的肝脂质积累，对其作用机理进行






















沉积、细胞结构损伤。本研究 HDHL 作用于 HepG2
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的基因相关基因 AP2 和 FAT/CD36 的表达[27]。Li 等研
究发现壳寡糖的添加对肝脏细胞脂质积累具有显着的
抑制作用，并可在 mRNA 和蛋白质水平降低 CD36 的
表达从而降低 HepG2 细胞中的脂肪酸摄取[28]。本研究
中HDHL 可在转录水平抑制细胞中FAT/CD36 基因的
mRNA 的表达，因此可推测 HDHL 通过降低 HepG2
脂肪酸摄入预防肝细胞脂质累积。 
4  结论 
本研究对 HDHL 的脂肪酸组成进行了分析，研究
了 HDHL 对人肝癌细胞 HepG2 脂质代谢的影响。研
究发现，HDHL 中含丰富的不饱和脂肪酸，可显著降
低 HepG2 细胞内总胆固醇和甘油三酯含量。进一步研
究发现 HDHL 可显著降低 HepG2 细胞脂肪酸合成相
关基因 SREBP1c、ACC1、FAS 和脂肪酸转运吸收相关
基因 CD36 mRNA 水平的表达，提高线粒体脂肪酸氧
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